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@ Verfahren zur selektiven Herstellung von Hybridomazellinien, die monoklonale Antikorper mit hoher 
Zytotoxizitat gegen humanes CD16-Antigen produzieren, sowie Herstellung bispezifischer monoklonaler 
Antikorper unter Verwendung derartiger monoklonaler Antikorper und des CD30-HRS-3-Antik6rpers zur 
Therapie menschlicher Tumore 



o 



Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selek- 
tiven Herstellung von Hybridomazellinien, die einen murinen 
monoklonalen Antikorper (MAK) der Klasse igGi mit hoher 
NK-Zell-abhangiger Zytotoxizitat induzierender Kapazitat ge- 
gen humanes CD16-Antigen produzieren, indem man die 
Hybridomazellen im Selektionsmedium mit unstimulierten 
menschlichen NK (natural Killer-)Zellen kokultiviert. 
Die Erfindung betrifft ferner eine auf diese Weise erhaltliche 
Zellinie A9 der DSM-Hinterlegungsnummer ACC 2148 und 
einen daraus erhaltlichen MAK sowie ein Verfahren zur 
Herstellung bispezifischer MAKs durch Fusionierung einer 
anti-CD30-ZeIlinie HRS-3 mit Hybridomazellinien, die nach 
derm obengenannten Selektionsverfahren, insbesondere mit 
der A9-Linie der DSM-Hinteriegungsnummer ACC 2148 
erhaiten wird, wobei insbesondere der bispezifische MAK 
der HRS-3/A9-Zeilinie mit der DSM-Hinterlegungsnummer 
ACC 2142 gewonnen wird. 

Diese bispezifischen MAKs eignen sich zur Therapie bzw. zur 
Ruckbildung etabiierter humaner Tumore, insbesondere von 
humanen Hodgkin-Tumoren. 
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Die vorliegende Erfindung betrlfft ein Verfahren zur 
selektiven Herstellung von Hybridomazellinien, die ei- 
nen murinen monoklonalen Antikorper (MAK) der 5 
Klasse IgGl mit hoher NK-Zell-abhangiger Zytotoxizi- 
tat induzierender Kapazitat gegen humanes CD16- Anti- 
gen produzieren, indem man die Hybridomazellen im 
Selektionsmedium mit unstimulierten menschlichen NK 
(natural Killer-)Zellen kokultiviert 10 

Die Erfindung betrifft ferner eine auf diese Weise 
erhaitliche Zellinie A9 der DSM-Hinterlegungsnummer 
ACC 2148 und einen daraus erhaltlichen MAK sowie ein 
Verfahren zur Herstellung bispezifischer MAK's durch 
Fusionierung einer anti-CD30-Zellinie HRS-3 mit Hy- 15 
bridoma-Zellinien, die nach dem obengenannten Selek- 
tionsverfahren, insbesondere mit der A9-Linie der 
DSM-Hinterlegungsnummer ACC 2148 erhalten wird, 
wobei insbesondere der bispezifische MAK der HRS- 
3/A9-Zellinie mit der DSM-Hinterlegungsnummer ACC 20 
2142 gewonnen wird 

Diese bispezifischen MAK's eignen sich zur Therapie 
bzw. zur Ruckbildung etablierter humaner Tumore, ins- 
besondere von humanen Hodgkin-Tumoren. 

Die Anwendung von bifunktionellen monoklonalen 25 
Antikfirpern (Bi-MAK) zur Behandlung von Tumoren 
ist von verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert wor- 
den. Basis aller Arbeiten ist die Idee, die korpereigene 
Toleranz gegenuber dem Tumor durch direktes Targe- 
ting der Tumorzellen mit zytotoxischen Effektorzellen 30 
zu durchbrechen. Der bisherige Eirisatz bispezifischer' 
monoklonaler Antik6rper als Immunmoduiatoren be-_ 
stand haupts§chlich darin,_die zytolytjsche_ Aktivitat von _ 
T-Zellen Uber den CD3/T-Zell-Rezeptor-Komplex 
(CD3/TCR-Komplex) gegen Tumorzellen zu richten„ 35 
(Stearz UD, Bevan, M J: Proc. Natl. Acad. Sci. USA , 
83:1453—1457 (1986); Perez et aL, Nature 316 : 354 
(1985)). Allerdings hatte dies den Nachteil, daB far eine 
effiziente.Tumorzellyse eine vorherige in vitro Stimulie- 
rung der T-Lymphozyten durch ein zusatzliches Akti- 40 
vierungssignal erforderlich war [Pupa SM et al: IntJ. 
Cancer 42 : 455 (1988); Garrido MA et al: J Immunol 
144:2891(1990)]. 

Eine andere Subpopulation humaner Lymphozyten 
mit der Fahigkeit zur Lyse von Tumorzellen wird durch 45 
natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) reprasentiert Diese 
stellen zellmorphologisch groBe granuiierte Lymphozy- 
ten (large granular lymphocytes, LGL) dar und sind im- 
munphSnotypisch durch das Fehlen des CD3/TCR- 
Komplex sowie die Expression von CD2-, CD56- und 50 
CD16-Antigenen gekennzeichnet (Anderson P et al: 
Nature 341 : 159—162 (1989); Herberman RB, Ortaldo, 
JR: Science 214 : 24 (1981); Lanier LL et al: J Immunol 
136:4480 (1986)). Im Gegensatz zu T-Zellen zeigen 
NK-Zellen direkte zytolytische Aktivitat gegen eine 55 
Reihe von "NK-Zell-empfindlichen" Tumorzellen ohne . 
vorherige Aktivierung. Jedoch ist die Mehrzahl der fri- 
schen und kultivierten Tumorzellen relativ resistent ge- 
gen die anti-Tumor- Wirkung von ruhenden peripheren 
NK-Zellen, die erst durch die Aktivierung mit Interleu- 60 
kin-2 (IL-2) in die Lage versetzt werden, gegen einen 
Teil dieser "NK-Zellresistenten" Tumorzellen zytolyti- 
sche Aktivitat zu entwickeln [Ferrini S et al: J Immunnol 
138 : 1297 (1987). Phillips JH, Lanier LL: J Exp Med 
164 : 814 (1986)]. Das CD16-Antigen ist ein niedrig affi- es 
ner Rezeptor fflr den Fc-Teil komplexierter Immunglo- 
buline (= Fc-gamma-III-Rezeptor) mit einem Moleku- 
largewicht von 50—70 kDa, von dem verschiedene 



cDNA-Klone isoli^Wmd sequenziert wurden. Zahlrei- 
che funktionelle Untersuchungen des Fc-gamma-III-Re- 
zeptors demonstrierten seine Bedeutung als die eines 
effektiven Aktivierungs antigens von NK-Zellen. Zu- 
gleich werden biologische Funktionen von NK-Zellen 
wie die ADCC uber den Fc-gamma-III-Rezeptor ver- 
mittelt, deren Effektivitat bei Verwendung monoklona- 
ler Antikorper allerdings subklassenabh&ngig ist. Auf- 
grund der funktionellen Bedeutung des CD 16- Antigens 
fur die Aktivierung von NK-Zelleh erschien daher eine 
selektive Induktion der Tumorzellyse via CD16 durch 
bispezifische Antikorper besonders vielversprechend zu 
sein. In der Tat war es mdglich, mit Heterokonjugaten 
aus anti-CD 1 6- Antikorpern und anti-DNP- (Dinitro- 
phenyl-phosphat) bzw. Tumorzell-assoziierten- Antikdr- 
pern ebe selektive Lyse von DNP-gekoppelten HOhne- 
rerythrozyten [Karpovsky B et al: J Exp Med 160 : 1686 
(1984)] und Tumorzellen einer in vitro etablierten huma- 
nen Kolonkarzinomzellinie [Titus J A et al: J Immunol 
139 : 3153 (1987)] bzw. murinen T-Zellinie [Garrido MA 
et al: J Immunol 144 :2891 (1990)] durch unstimulierte 
und IL-2-aktivierte NK-Zellen zu induzieren. Titus J A et 
al (J Immunol 139 : 153) beschrieben einen chemisch 
cross-linked Bi-MAK gegen CD16 und ein Melanoman- 
tigen; der in vivo im Nacktmausmodell effektiv das Tu- 
morwachstum hemmte. BKMAK's gegen CD16 und Tu- 
morantigerie, die iiber Hybrid- Hybridom-Technologie 
(Tetradom-Technologie) gewonnen wurden, beschrei- 
ben die Arbeiten von Ferrini et al. [Int. J. Cancer Suppl 
7 : 15 (1992)] und Ring, D. [Cetus, PCT/US9 1/06949} 
Diese Tetradome produzieren Bi-MAK's, die CD16- An- 
tigen und Epidermal Growth Factor Receptor bzw. das 
Multi- Drug-Resistance- Antigen verknupfen._ Ebenso. 
beschreiben Fanger et al. [Medarex, PCT/US90/05981] 
Bi-MAK gegen CD 16 und tumorassoziierte Antigene. 

Mit den beschriebenen bispezifischen MAK's ist so- 
mit zwar das Hernmen des Wachstums von Tumoren 
mdglich, nicht jedoch eine vollkommene Ruckbildung 
etablierter menschlicher Tumore. 

Aufgabe vorliegender Erfindung ist es dalier, 
CD16-MAK's zu entwickeln, welche selbst und in Ver- 
knupfung mit bekannten MAK's als bispezifische Pro- 
dukte die Fahigkeit aufweisen, eine maximale NK-Zyto- 
toxizitat zu induzieren, wodurch nicht nur das Wachs- 
tum menschlicher Tumore gehemmt wird, sondern viel- 
mehr eine vollkommene Remission etablierter mensch- 
licher Tumore erf olgt 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, 
daB man Hybridoma-Zellinien bereitstellt, die einen mu- 
rinen MAK der Klasse IgGl gegen humanes CD16-An- 
tigen produzieren und eine hohe Aktivit&t bezuglich der 
Induktion NK-Zell-abhangiger Zy totoxizitat aufweisen, 
indem man im Selektionsmedium die nach einer an sich 
bekannten Methode (Kdhler/Milstein) gewonnenen 
Hybridoma-Zellinien mit unstimulierten menschlichen 
NK-Zellen, insbesondere Granulozyten, kokultiviert 
und die Zellen mit der hochsten Absterberate auswahlt 
Oberraschenderweise zeigte sich dabei, daB die Hy- 
bridomazellen, die CD-16-Antikdrper mit besonders ho- 
her Zytotoxizitat-induzierender Aktivitat bilden, die 
hochste Absterberate aufweisen, wenn sie mit ruhenden 
NK-Zellen kokultiviert werden. 

ErfindungsgemaB erfolgt die Bestimmung der hoch- 
sten Absterberate durch Vergleich mit einem bekannten 
anti-CD16-MAK, wie z. R VEB 13. 

Auf diese Weise wird insbesondere die Zellinie A9 der 
DSM-Hinterlegungsnummer ACC 2148 erhalten, wel- 
che MAK's mit den obengenannten Eigenschaften auf- 
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weist 

Diese spezifisch auf die erfindungsgemaBe Weise se- 
lektionierte Linie bzw. deren MAK's binden, wie Inhi- 
bierungsexperimente zeigen, an Epitope auf dem 
CD16- Antigen, welche entfernt sind von dem Bindungs- 
epitop bekannter anti-CD16-MAK's, wie z. B. 3G8 
(IgGl -Kappa, Dianova, Hamburg, DE), VEP 16 (IgM- 
kappa, Bering- Werke, Marburg, DE) oder Leu 41b 
(kommerziell erhaltlich), wobei der von der Linie. A9 
abgeleitete MAK an eine weit entfernte und der von 
einer Linie G10 erhaltene MAK an eine dem von 3G8 
bekannten Epitop etwas naher gelegene Bindungsstelle 
angreift Dariiberhinaus bindet der erfindungsgemaB 
hergestellte MAK A9 nur sehr schwach an losliches 
rekombinantes humanes CD16, .wahrend die x>benge- 
nannten bekannten Antik6rper hier starker binden. Dies 
zeigt, daB A9 andere Epitope erkennt als die bekannten 
anti-CD16-MAK's. - - • 

Der von A9 abgeleitete ■ MAK ist ein Maus- 
IgG 1 -lambda- Subtyp. 

Die von der. erfindungsgemaB hergestellten Zeliinie 
A9 abgeleiteteh MAK's sind in der Lage, bei Lymphozy- 
ten eine zytologische Aktivitatgegen die den entspre- . 
chenden Antikorper produziereriden Hybridomazellen 
zu induzieren, wobei eine etwa 60%ige spezifische Lyse 25 
erfolgt, was mit den bisher bekannten MAK's. nicht er- 
zieltwurde. * \ } 

Somit konnen diese Hybridomazellen, insbesondere 
die von der Linie A9 abgeleiteteh Zellen, in an sich . 
bekannter Weise mit HRSr3-Hydridoma2elien zu. Te- 30 
tradomen (Hybrid-Hybridomen) fusioniert werden, aus. 
welchen bispezifische MAK's, insbesondere aus der Li- 
nie HRS-3/A9 mit der DSM-Hinterlegungsnummer. 
ACC 2142, erhalten werden, welche wirksam sind bei 
der Ruckbildung menschlicher Tumore, insbesondere 35 
bei der Ruckbildung etablierter Hodgkin-Tumore, wo- • 
bei der Bi-MAK einerseits besser wirkt als die Eihzel- 
komponenten A9 bzw.. HRS-3 und andererseits besser- 
wirkt als bereits bekannte obengenannte Bi- MAK's, mit 
welchen nur eine Hemmung des Tumorwachs turns, 40 
nicht jedoch eine vollstandige Ruckbildung erzielt wer- 
den kann. - 5 ■ ■ 

Die Hybridomazellen und die davon abgeleiteten 
MAK's bzw. die Bi-MAK's konnen auf folgende Weise • 
herge st ell t werden: s - * - '•■ 

Immunisierte BA LB/c- Maus- Milzzellen werden 1 mit ; 
Maus-Myeloma- Zellen in bekannter -Weise fusioniert 
Die erhaltene Zellsuspension wird sodann im Selek- 
tionsmedium in Gegenwart humaner uristimulierter 
NK-Zellen, insbesondere Granuzlozyten,'und gegebe- 
nenfalls peripheren Blutlymphozyten (PBL) r kokulti- 
viert Durch Vergleich der anti-CD 1 6- Aktivitat mit be- 
kannten CD16-Antikorpern, wie z. B. VEP 13, werden 
diejenigen Hybridomazellen selektioniert, - welche die ' 
hochste Absterberate aufweisen. Nach diesein Prinzip 55 
der reversen Zytotoxiztat wird insbesondere "die Linie 
A9 der DSM-Hinterlegungsnumraer ACC 2148 erhal- 
ten. 

Diese wird auf bekannte Weise durch Injektion in 
BALB/c-Mause vermehrt und durch chromatographi- 60 
sche Reinigung aus der Ascitesflussigkeit erhalten. 

Zur Hersteliung der Bi-MAK's, insbesondere des 1 Bi- 
MAK's HRS-3/ A9 mit zwei Leichtketten untersehiedli- 
cher Klassen (lambda und kappa), werden HGPRT-ne- 
gative HRS-3-Hybridomazellen (IgGl, kappa, Subtyp, 65 
wirksam gegen Hodgkin- und Reed-Sternberg-zell-as- 
soziiertes CD30 Antigen, beschrieben von Engert et al, 
1990), mit beispielsweise iodoacetamidbehandelten 



A9- Hybridomazellen fusioniert Nach Priifung auf bi- 
spezifische Reaktivitat, z. B. durch Nachweis von Anti- 
korpern mit unterschiedlichem Leichtkettengehalt 
durch indirekterlmmunfluoreszenz, wird der gemischte 
Tetradomzellklon mit starkster Simultanexpression bei- 
der Leichtketten erhalten und nachfolgend chromato- 
graphisch gereinigt 

In vivo Experimente mit dem Bi-MAK HRS-3/ A9 zur 
Therapie menschlicher Hodgkin-Tumore in SCID-Mau- 
sen zeigen, daB bei einer Vielzahl der getesteten Tiere 
eine komplette Remission der Tumore erfolgt 

Der erfindungsgemaB hergestellte Bi-MAK HRS- 
3/A9 kann nach bekannten Verfahren formuliert wer- 
den, z. B. als Losung oder Lyophilisat, und dient zur 
parenteralen Anwendung an Menschen, wobei dem 
Fachraann bekannte Hiifs- und Zusatzstoffe vorhanden 
sein konnen. - 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Bei- 
spieie naher erlautert 

LHerstellung der CD16-MAK A9 und CIO 
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• r -Beispiel 1 

. .v Immunisierurig, Fusion und Klonierung der 
- v i monoklonaien Antikorper A9 und CIO 

-Zur Immunisierung wurden 3-^4 Monate alte-weibli- 
che BALB/c-Mause verwendet 3—5 x 107 frisch iso- 
iierte Granulozyten in 0,5 ml PBS wurden den Tieren in 
zweiwochigen Abstanden intraperitoneal injiziert Die 
erste Injektion erfolgte als 1:1 Emulsion in komplettem 
Freund'schen Adjuvans, die zweite und dritte Injektion 
als^l : 1 Emuisionen in inkomplettem Freund^ehen Ad- 
juvans. Die weiteren Immunisierungsschritte wurden 
ohne Adjuvans durchgefuhrt Nach zehn Wochen beka- 
men die Tiere an den vier der geplanten Fusion voran- 
gehenden Tagen jeweils eine Boost-Injektion von 5 x 
107 Granulozyten. : 

Die immunisierten Milzzellen wurden mit AG8-653 
Maus-Myeloma-Zellen im Verhaltnis 2 : 1 in Gegenwart 
von Polyethylenglykol fusioniert Die fusionierte Zellsu- 
sperision wurde einmal £ewaschen und im Selektions- 
mediiihi (RPMI 1640, 10°/d fotales Kalberserum), 4 mM 
Gluta^h,- HAT: Hypoxanthin 13,6 mg/1; Aminopterin 
0,17 mg/1 und 10 \ig/ml Insulin) kultiviert. Vierzehn Tage 
nach der Fusion; wurden Oberstande von Kulturen, die 
Hybridomawachstum zeigten, auf anti-CD 16- Produkti- 
on getestet Dazu wurden periphere Blutlymphozyten 
(PBL) und Granulozyten mit 10 uJ Testuberstand oder 
Kontroll-Antikorper inkubiert Als Kontroll-MAK wur- 
de der kommerziell erhaltliche CD 16- Antikorper 
VEP 13 eingesetzt Der gebundene MAK wurde mittels 
eines FITC-markierten anti-Maus-Antikdrpers im Zyto- 
fluorbmeter nachgewiesen. Von 1021 getesteten Ober- 
standen zeigten 4 eiri CD16-speziflsches Bindungsmu- 
ster. 

Nach 4 Kldnierungsschritten unter Benutzung der "li- 
miting dilution" Methode (Aussaatdichte 0^ Zellen pro 
Kultur) ! wurden diese 4 Klone isoliert A9 ist ein Maus 
IgGl-MAK mit einer Lambda leichten Kette, C10 ein 
Maus IgGl-MAK mit einer Kappa leichten Kette. Beide 
weisen eine signifikante Bindung an NK-Zellen auf. 

Beispiel2 

In vivo-Produktion und Reinigung der MAK A9 und 
C10 
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Die anti-CD16-.MAK's A9 un^lO wurden in groBen 
Mengen in vivo durch intraperitoneale Injektion von 
A9- bzw. ClO-Hybridomazellen in BABL/c-Mausen 
produziert Eine Woche vor der Hybridomazellinjektion 
wurden die Mause mit 1,0 ml Pristan intraperitoneal ge- 5 
primed. 8—14 Tage nach der Hybridomazellinjektion 
konnte Ascitesflussigkeit abgenommen werden. . 

Die MAK's A9 und CIO wurden anschlieBend durch 
Ammoniumsulfatfailung (45% S&ttigung) aus der Asci- 
tesflussigkeit prazipitiert. Danach erfolgte die weitere 10 
Reinigung der Antikdrper. durch eine Anionenaus- 
tauschchromatographie. Diese wurde mit einer Mono- 
Q-®-SauIe und einer FPLC-Anlage durchgefuhrt 



II. Vergleich der MAK A9 und CIO mit anderen 
ant-CD 16 MAK's 

Beispiel 3 

Inhibitionsexperimente zur Epitop-Bestimmung (Abb. 1 
und 2) 

Nach Perussia et aL (J Immunol 133 : 180 (1984)) exi- 
stieren zumindest drei verschiedene, einander nicht 
uberlappende Epitope auf dem CD16-Antigen. Urn die 
von den erfindungsgemSB entwickelten CD16-MAK's 
A9 und CIO erkannten Epitope des CD 16- Antigens ge- 
nauer zu.definieren, wurden Inhibitionsassays mit bioti- 
nylierten A9, und CIO MAK's und den kommerziell er- 
haitlichen CDt6-MAK's 3G8, VEP13 und Leul lb mit- 
tels direkter und indirekter Immunfluoreszenztests mit 
peripheren Lymphozyten und anschlieBender durch- 
_ fh^y tome txischerj^us wej^ 
kennen die Antikdrper 3G8, VEP13 und Leul 1 b die glei- 
chen oder doch sehr nahe beieinander liegende Epitope 
auf dem CD16-Antigen [Perussia et aL, (1984)]. In den 
Abb. 1 und 2 sind representative Ergebnisse der Inhibie- 
rungstests zusammengefaBt Als markierte Antikdrper 
dienten jeweiis die biotinkonjugierten Antikdrper A9, 
CIO, VEP13 und der FITC-konjugierte Antikdrper 3G8. 
Danach wurde ClO-Biotin vollstandig von 3G8, VEP.13 
und Leul lb inhibiert, und umgekehrt inhibierte CIO die 
anti-CD 16- Antikdrper VEP13-Biotin vollstandig und 
3G8-FITC partielL Die Inhibition von VEP13-Biotin 
durch CIO erfolgte dosisabh&ngig, und zwar sowohl 
durch den kompletten Antikdrper als audi durch 
C10-F(ab')2-Fragmente. A9-Biotin hingegen wurde von 
3G8 und CIO nur partiell und von Leul lb und VEP13 
ttberhaupt nicht inhibiert Dabei inhibierte CIO die Bin- 
dung von A9-Biotin in weit grdBerem AusmaB als 3G8. 
A9 selbst inhibierte keinen der ubrigen markierten Anti- 
kdrper. Im fibrigen zeigten die getesteten anti- 
CD 16- Antikdrper untereinander eine ahnliche gegen- 
seitige Inhibition wie von Perussia et aL (1984) beschrie- 
ben. Diese Ergebnisse sprechen dafur, daB A9 und CIO 
andere Epitope auf dem CD16-Antigen binden, und 
zwar A9 ein Epitop in weiter Entfernung von den von 
den anderen MAK's erkannten Epitopen, w&hrend das 
von CIO erkannte Epitop nSher an dem von 3G8 er- 
kannten Epitop liegt 

, Beispiel 4 

Bindung der MAK A9 und CIO an losliches 
rekombinantes humanes CD 16 Antigen (Abb. 4) 

In einem Sandwich- ELIS A, deren Ergebnisse in Abb. 
3 dargestellt sihd, mit Idslichem rekombinantem huma- 
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nem CD16 zeigte^B^ daB sowohl A9 als auch CIO im 
Gegensatz zu den anderen obengenannten CD16-MAK 
nur sehr schwach an losliches rekombinantes humanes 
CD 16- Antigen binden. Dies bedeutet, daB sowohl A9 als 
auch CIO ein anderes Bindungsverhalten an losliches 
CD 16- Antigen zeigen als die ubrigen Antikdrper. Da 
beide Antikdrper aber eine hohe Affinit&t gegen zellge- 
bundenes CD 16 zeigen, laBt sich dies nicht durch Affini- 
tatsunterschiede erklaren; vielmehr sprechen auch die 
ELISA- Ergebnisse dafur, daB die von A9 und CIO er- 
kannten Epitope auf dem CD 16- Antigen von den Epito- 
pen, die von anderen CD16-MAK's erkannt werden, 
unterschiedlich sind. 

III. Biologische Aktivitat der monoklonalen Antikdrper 
A9 und CIO 



Beispiel 5 

Induktion von NK-Zell-abhangiger Zytotoxizitat gegen 
CD16-MAK-produzierende Hybridomazellen (Abb. 4). 

Hierzu wurden je 5 x 10 3 51 Cr-markierte Hybridom- 
zellen und mononukleare Zellen in je 1 00 ul Medium im 

25 Yerhaltnis 45 : 1, 15 : 1, 5 ;,1, 1,5 : 1 uber 12 Stunden ko- 
kultiviert und aus der 51 Cr-Freisetzung die spezifische 
Lyse bestimmt Die : Ergebnisse dieses Zytotoxizitats- 
tests sind in Abb. 4 dargestellt Es zeigte sich, daB die 
neu entwickelten Antikdrper A9 und C10 im Gegensatz 

30 zu dem als Kontrolle eingesetzten Antikdrper HRS-3 
.. beide in der Lage waren, bei Lymphozyten zytolytische 
Aktivitat gegen die den entsprechenden Antikdrper 

_ produzierenden .Hybridpmzellen zu _induzieren._Die_ 
dtrrch A9 maximal induzierte Hybridomzell-Lyse betrug 

35 ca. 60%, spezifische Lyse, diejenige, die durch C10 indu- 
ziert wurde, betrug jedoch nur ca. 30% spezifische Lyse. 

IV. Bispezifische monoklonale Antikdrper 

40 Beispiel6 

Herstellung eihes Bi-MAK aus dem MAK A9 und einem 
gegen ein menschliches tumorassoziiertes Antigen 
gerichteten zwei ten MAK, HRS-3 

45 

Zur Herstellung von Bi-MAK's zur Induktion NK- 
Zell-vermittelter Zytotoxizitat gegen menschliche Tu- 
morzellen wurden HGPRT-negative HRS3-Hybridom- 
zellen IgGl-kappa mit iodoacetamidbehandelten 

50 A9-Hybridomzellen fusioniert Insgesamt wuchsen 113 
Zellklone im Selektionsmedium (HAT- Medium) aus, 
von denen 17 Klone («15°/b) bispezifische Reaktivitat 
zeigten. Der Nachweis der Bispezifitat erfolgte durch 
die Demonstration von Antikorpern mit unterschiedli- 

55 chem Leichtkettengehalt durch indirekte Immunfluo- 
reszenztest Der Tetradomzellklon, der die st&rkste si- 
multane Expression beider Leichtketten zeigte, wurde 
mehrfach subkloniert, als Zellinie etabliert und der von 
dieser sezernierte bispezifische Antikdrper HRS-3/ A9 

60 genannt Die Trennung des bispezifischen Antikdrpers 
von den ebenfalls durch die Tetradomazellen produzier- 
ten monospezif ischen Ursprungsantikdrpern HRS3 und 
A9 erfolgte aus HRS-3/A9-haltigem murinen Asdtes 
uber eine FPLC-Mono-Q® Anionenaustauschchromato- 

65 graphic Die daraus resultierende, alle von den Tetra- 
domzellen produzierten Antikdrpervarianten enthal- 
tende Gesamtimmunglobulinfraktion wurde anschlie- 
Bend durch eine FPLC-Mono-S®-Kationenaustausch- 
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chromatographic weiter fraktioniert Ein Vergleich der 
isoelektrischen Punkte dcr Antikdrper HRS3 und A9 
durch eine isoelektrischc Fokussierung ergab, daB der- 
jenige von A9 weiter im basischen Bereich lag als def 
von HRS3. Aus diesem Grund wurde fur die chromato- 5 
graphische Auftrennung der Antikorper ein pH-Wert 
gewahlt ( = 5,9), der knapp unterhalb des isoelektrischen 
Punkts von HRS3 lag, so daB die positive Ladungsdichte 
bei diesern Antikorper am niedrigsten war und er dem- 
zufolge vor HRS3/A9 und A9 eluiert werden rhuBte. 10 
Eluiert wurde mit einem diskontinuierlichen Salzgra- 
dienten mit 50 mmol/1 MES von 0 — 250 mmol/1 NaCL 

Die Abb. 5 zeigt das resultierende Chromatogramm. 
Die Immunglobuline wurden in 3 Fraktionen ( = 3 Pe- 
aks) aufgetrennt, die anschlieBend auf den Gehalt von 15 
bispezifischen Antikorpern hin untersucht wurden. Die 
immunologische Untersuchung der 3 Fraktionen durch 
indirekte Irnmunfluoreszenz ergab, daB 2 Fraktionen 
(Peak 2) die bispezifische Aktivitat enthieit. 

20 

Beispiel 7 

Induktion eiher NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat : 
gegeh menschliche Tumorzellen in vitro (Abb.'6 und 7) 

Ober eihe Percoll-Dichtegradientenzentrifugation 
mit NK-Zellen angereicherte Lymphozyten zeigten nur 
eine geringe zytolytische Aktivitat gegen die CD30-An- 
tigeripositive Hodgkin-Lymphom-Zellihie L540 (14% 
spezifische Lyse). Dagegen wurde bei Einsatz des bispe- 
zifischen Antikorpers HRS-3/A9 eine deutliche Erho- 
hung der zytolytischen Aktivitat gegen L 540-Zellen be- 
obachtet, und zwar sowohl durch bispezifischen Anti- 
korper enthaltenden Zellkulturiiberstand (bis zu 27% 
spezifische Lyse) als auch durch gereinigten bispezifi- 35 
schen Antikorper (bis zu 32% spezifische Lyse). Die 
zytolytische Aktivitat der zur Kontroile eingesetzten 
Ursprungsantikorper HRS-3 und A9 mit Effektorzellen 
und des bispezifischen Antikorpers ohne Effektorzellen 
lag lediglich zwischen 5—15%. Die Ergebnisse dieser 40 
Untersuchung sind in Abb. 6 dargestellt. Dabei wurde 
der Oberstand 1 : 1 verdunnt, die hochste Konzentra- 
tion der gereinigten Antikorper im Testansatz betrug 
5 jig/ml. Beide wurden wie angegeben reziprok ver- 
dunnt: Das E:T-Verhaltnis war 20 : 1. 45 
• Zugleich war diese Erhohung der lytischen Aktivitat 
spezifisch fur die CD30- Zellinie L 540. Der bispezifische 
Antik6rper HRS3/A9 war nur bei L 540-Zellen in der 
Lage, die zytolytische Aktivitat von NK-Zelien zu ver- 
starken, wahrend keine Erhohung der zytolytischen Ak- 50 
tivitat gegen die CD30- Zellinie HPB-ALL, die ein ge- 
wisses MaB an spontaner "NK-Zell-Empfindlichkeit* 
zeigte, beobachtet wurde. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchung sind in Abb, 7 dargestellt. Dabei wurde- der 
Oberstand 1 : 20 verdunnt, die Konzentrationen Serge-' 55 
reinigten Bi-MAK betrugen 1 ng/ml. Das E:T-Verrialt- 
nis war 20:1. * 

Gleiche Ergebnisse wie mit angereicherten NK-Zel- 
len wurden auch mit unstimulierten peripheren Blut- 
lymphozyten (PBL) beobachtet Die Induktion einer 60 
NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat durch den Bi-MAK 
HRS-3/ A9 bedarf also keiner Anreicherung von NK- 
Zelleh. Dies ist insbesondere im Hinblick auf einen the- 
rapeutischen Einsatz dieses Antikorpers bei Patienten 
von Bedeiitung. 65 
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V. Praklinische Versuche mit dem Bi-MAK HRS-3/ A9 

- Beispiel 8 

Therapie von menschlichen Hodgkin-Tumoren in 
SCID-Mausen mit Bi-MAK HRS-3/A9 und 
menschlichen PBL (Abb. 8) 

'Hodgkin-Tumoren wurden durch subkutane Injek- 
tion einer Suspension von \3 x 107 Zellen der mensch- 
lichen Hodgkin-Zellinie L540CY in die thorakale Wand 
von 4—6 Wochen alten weiblichen SCID-Mausen eta- 
bliert Nachdem die Tumoren einen Durchmesser von 
mindesten 5 mm erreicht hatten, erhielten jeweils 10 
tumortragende Mause 100 jig Bi-MAK HRS-3/ A9 oder 
einer gleichen Menge Kontrollantikorper und 1 x 107 
menschlichen PBL intravenos. Bei 10/10 SCID-Mausen 
mit etablierten menschlichen Hodgkin-Tumoren kam es 
zu einer vollstandigen Riickbildung der Tumoren bis 
zum Tag 40, wahrend alle anderen nicht behandelten 
Mause progredientes Tumorwachstum zeigten und bei 
Erreichen einer TumorgroBe von 10 mm Durchmesser 
getotet wurden. Bei 4 der spezifisch behandelten Mause 
kam es ! zu einem erneuten Tumorwachstum (Rezidiv) 
25 riach' 60 Tagen (Abb. 8). In eiher weiteren Serie wurde 
bei weiteren 20/20 'Mausen eine komplette Remission . 
dilrch Applikation von HRS-3/A9 und human en PBLs 
erzielt Dabei erhielten die Tiere' am Tag 0 eine Injek- 
tiprivbn '■ / ^- • : 

r "| 1)300 pi PBS ' ' 

2) :: i J x 10 7 humane periphere Blutlymphozyten 
* -PBL in 300 \i\ PBS 

3) 100 \ig Bi-MAK HRS-3/ A9 mit humanem PBL 

4) eine Mischung aus 100 \ig parenteralen MAK 
HRS-3 und MAK A9 zusammen mit humanem* 
PBL. 

Das Wachs turn der Turaore ist dargestellt als das 
durchschnittliche Tumorvolumen (ccm) aller tumorta- 
ge'nderTiere einer Behandlungsgruppe. 

' - Patentanspriiche 

'* '~' -1. Verfahren zurselektiven Herstellung von Hybri- 
domazellinien, die einen murinen MAK der Klasse 
IgOl mit hoher NK-Zell-abhangiger Zytotoxizitat 
iriduzierender Kapazitat gegen humanes 
CD16-Antigen produzieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man 

a) CD16-MAK produzierende Hybridomazel- 
♦ leri mit unstimulierten menschlichen NK-Zel- 
len kokiiltiviert, 

b) die Absterberate der Hybridomazelleri be- 
■ stimmt und nachfolgend 

c) die Hybridomazellen mit hochster Abster- 
berate selektionierl ; 

Z Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Kokultivierung gemaB 
Schritt a) in Gegenwart von Granulozyten durch- 
fiihrt und die Bestimmung der Absterberate gemaB 
Schritt b) durch Vergleich mit einem Komroll- 
CD 16- Antikorper erfolgt 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2 f dadurch 
gekennzeichnet, daB man die Hybridomazellinie A9 
der DSM-Hinterlegungsnummer ACC 2148 selek- 
tioniert. * 

4. Hybridomazellinie A9 der DSM-Hinteriegungs- 
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nummer ACC 2148, dadurargekennzeichnet, daB 
sie einen monoklonalen Antikorper der Subklasse 
IgGl -lambda produziert, welcher eine hohe NK- 
Zell-abhangige Zytotoxizitat induzierende Kapazi- 
tat gegen humanes CD 16- Antigen aufweist und an 5 
ein vom 3G8 erkanntes entferntes Epitop auf dem 
CD 16- Antigen bindet 

5. Verfahren zur Herstellung bispezifischer MAK's, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Hybridomazel- 
len, hergestellt nach dem Verfahren gemaB einem 10 
der Anspriiche 1 —3, in an sich bekannter Weise mit 
den Hybridomazellen HRS-3 gegen humanes 
CD30-Antigen zu einem Tetradom fusioniert und 
nachfolgend den erhaltenen bispezifischen M AK in 
an sich bekannter Weise isoliert und reinigt. - 15 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die HRS-3-Zellen mit den Zellen 
erhaitlich aus der Zellinie gemaB Anspruch 4 zu 
dem Tetradom HRS-3/ A9 mit der DSM-Hinterle- 
gungsnummer ACC 2142 fusioniert und den Bi- 20 
MAKgewinnt. 

7. Verwendung eines bispezifischen MAK's, herge- 
stellt nach dem Verfahren gemaB einem der An- v . 
spruche 5 oder 6 zur Induktion der NK-Zell-ver- 
mittelten Zytotoxizitat gegen menschliche Tumor- 25 
zelien zur Ruckbiidung etablierter menschlicher 
Tumore. 

8. Verwendung gemaB Anspruch 7 zur RuckbLldiing 
von menschlichen Hodgkin-Tumoren. . ? > 
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